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@ Tragermaterial zur simultanen Bindung genotypischer und phanotypischer Substanzen 

(§) Es wird ein Tragermaterial beschrieben, das simultan 
sowohl genotypische Substanzen als auch phanotypische 
Substanzen btnden kann. Die entsprechenden Area I e, die 
oberflachenmodifizterte Stoffe, wie Anionenaustauscher 
und/oder Affinitatsliganden aufweisen kann, bindet simultan 
beispielswetse Nukleinsauren und Proteine oder Peptide. Die 
beschrtebenen Tragermaterialien konnen in Verfahren zur 
evoluttven Optimierung und Biopolymeren eingesetzt wer- 
den, wobei gleichzeitig Genotyp und Phanotyp gebunden 
werden, um diese einer weiteren Analyse zuzufuhren. 
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Die Erfindung betrifft ein Tragermaterial sowie ein 
Verfahren zur cvolutiven Optimierung von Biopolyme- 
ren. 

Die evolutive Biotechnologie ist eine neuartige Tech- 
nic mit der quasi im Reagenzglas die Evolution nachge- 
stellt wird, um allein durch Replikationsmcchanismen 
mutierte und optirnierte Nukleinsaurestrukturen zu er- 
halten. Die Vermehrung der Nukleinsaure erfolgt mit 
entsprechenden Enzymsystemen, wie Polymerase^ de- 
ren natQrliche Ablesefehlerhaufigkeit dazu benutzt 
wird, eine Quasi- Spezies-Verteilung zu schaffen ausge- 
hend von einem bestimmten Nukleinsauremolekiil oder 
Ensemble. Genaueres Qber diese Technik wird in der 
DE-PS 41 12 440C2beschriebea 

Gemeinsam ist den Techniken der evolutiven Bio- 
technologie jedoch, daB eine groBe Anzahl von Proben 
parallel bearbeitet werden muB, um den Zeitrahmen der 
evolutiven Optimierung technisch einsetzbar zu gestal- 
ten. So wird angestrebt, beispielsweise einen bestimm- 
ten Phanotyp, beispielsweise ein Enzym, iiber Mutage- 
neseverfahren des kodierenden Gens systematisch zu 
optimieren. Ein solcher ProzeB, der nach dem Verfahren 
des sogenannten irrationalen oder evolutiven Designs 
arbeitet, verlangt also ein Durchmustern der erhaltenen 
Ph&notypen auf der Basis bestimmter erwiinschter 
Funkttonen. Wenn ein erwiinschter Phanotyp gefunden 
wird, gilt es, unmittelbar einen Zugriff auf das kodieren- 
de Gen, also die entsprechende Nukleinsaure, zu haben. 
Indirekte Wege, um zur kodierenden Sequenz zu gelan- 
gen, beispielsweise fiber eine Proteinsequenzanalyse 
und Transferierung in die entsprechende Gensequenz, 
sind technisch zwex mdglich, jedoch aufgrund der recht 
aufwendigen Technik in der Praxis kaum durchfQhrbar. 

Es besteht zur technisch verntinftigen DurchfOhrung 
der evolutiven Biotechnologie auch die Notwendigkeit, 
parallel fQr eine Vielzahl einzelner, transformierter Zel- 
len eine Iokal fixierte spezifische Reinigung von Phanot- 
yp und Genotyp in einem TrennprozeB durchzuftihren, 
d. h. etwa 106—108 Experimente parallel durchzufflh- 
ren. 

Der Erfindung liegt mithin das technische Problem 
zugrunde, ein System zur Verftigung zu stellen, das eine 
gemeinsame Reinigung eines Genotypen und eines Pha- 
notypen, beispielsweise eines Proteins und seines ent- 
sprechenden kodierenden Gens, erlaubt und damn ein 
Verfahren zur Verftigung zu stellen, das eine evolutive 
Optimierung von Biopolymeren erlaubt Dieses Triger- 
system soli in Kombination mit einem Wachstumsmedi- 
um gleichzeitig ein lokalisiertes Wachstum einer Zellko- 
lonie ertauben oder ein entsprechendes enzymatisches 
Genamplifikationssystem einsetzbar gestalten, dessen 
Genotyp mit dem Ph&notyp lokal gekoppelt bleibt und 
in einem Iokalisierten Element verbleibt ohne sich mit 
anderen Geno- oder Ph&notypen zu vermischen. 

Geldst wird dieses Problem durch ein Tragermaterial, 
das simultan mindestens zwei Bindeeigenschaften auf* 
weist zur jeweiligen spezifischen Bindung genotypi- 
scher Substanzen und phinotypischer Substanzen. Da- 
durch wird vermieden, daB sich verschiedene Gene oder 
Genotypen ohne weiteres miteinander vermischen und 
andererseits Enzymsysteme, die als Phanotypen aus den 
Genotypen (Informationstragern) hervorgegangen sind, 
mit ihren jeweiligen Genen assoziiert bleiben und somit 
grundsatzlich isolierbar sind. Das Tragersystem zeich- 
net sich dadurch aus, daB das erf indungsgemaBe Trager- 
material an bestimmte Areale seiner Oberflache jeweils 



"die genotypischen Substanzen binden kann, wahrend 
die phanotypischen Substanzen von anderen Arealen 
auf der Oberflache dieses Tragermaterials gebunden 
werden. In einer bevorzugten AusfQhmngsform des er- 
5 findungsgemaBen Tragermaterials kfcnnen als genotypi- 
sche Substanzen beispielsweise Nukleinsauren und als 
phanotypische Substanzen beispielsweise Proteine oder 
Peptide gleichzeitig gebunden werden. 
Das erfindungsgem&Be Tragermaterial besteht aus 
io Arealen, die Geno- und/oder Ph&notyp zu binden ver- 
m6gen und einen Abstand von < 1.000 \im, vorzugswei- 
se < als 100 jim voneinander haben, wobei der Abstand 
10 nm nicht unterschreiten sollte. Aufgrund der unter- 
schiedlichen chemischen Natur des Geno- und Phanot- 
15 yps weisen die Areale vorzugsweise gleichzeitig zwei 
verschiedene Bindeeigenschaften auf, die jeweils spezi- 
fisch fur die genannten Stoffklassen Genotyp und Pha- 
notyp sind 

Die Areale konnen insbesondere Ionenaustauscher-, 

20 Affinitatseigenschaften wie hydrophobe Wechselwir- 
kungseigenschaften oder Komplexbildungseigenschaf- 
ten oder Kombinationen davon aufweisen. So ist es bei- 
spielsweise mSglich, daB bei Verwendung von Arealen 
mit Affinitatseigenschaften der Genotyp von bestirnm- 

25 ten Affinitatsliganden in den entsprechenden Arealen 
erkannt wird, wohingegen der Phanotyp mit einem an- 
deren Affinitatsliganden, der ebenfails in den entspre- 
chenden Arealen vorliegt, in Wechselwirkung treten 
kann. Die Molekule oder MolekQlklassen, die jeweils 

30 Phanotyp oder Genotyp reprasentieren, kfinnen also di- 
rekt oder Qber bestimmte natUrliche ode.r ktinstlich ein- 
gefilhrte Substituenten an die Trageroberflache gebun- 
den werden. Solche Substituenten kdnnen Haptene sein 
oder Biotin oder Avidin oder andere entsprechende Sei- 

35 tenketten, wie bestimmte Oligopeptide. Es kann aber 
auch vorteilhaft sein, ein Tragermaterial zu verwenden, 
das in einem Bereich der Areale Affinitatseigenschaften 
und in anderen Bereichen derselben Areale Ionenaus- 
tauschereigenschaften aufweist 

40 Das erfindungsgemaBe Tragermaterial sollte bei mit 
Affinitatsliganden modifizierter Oberflache reversible 
Wechselwirkungen mit den gebundenen Geno- oder 
Phanotyp erlauben, wodurch die Elution mindestens ei- 
nes der gebundenen MolekQltypen (Geno- oder Phanot- 

45 yp)erm6glichtwird. 

Das Tragermaterial, das die Areale mit den Bindungs- 
eigenschaften fttr Geno- und Phanotyp besitzt, ist vor- 
zugsweise auf oder in einer Matrix wie einer Membran 
oder einem Membranverbund, einer Fiache, einem Wa- 

50 fer, einer Kapiilare, Fasern oder Faserverbund wie ge- 
webten Teilen oder Vliesen oder Kombinationen dieser 
Gegenstande angeordnet 

Es kann auch vorteilhaft sein, ein Tragermaterial mit 
Arealen zur Verftigung zu stellen, welches eine Affinitat 

55 aufweist zu mindestens einem Protein oder Peptid, aber 
gleichzeitig auch Nukleinsauren binden kann. Ein sol- 
ches Material kann praktisch als Hybrid eines Ionenaus- 
tauschers und affinitatschromatographischen Materials 
aufgefaBt werden. Diese gruppenspezifische Bindeei- 

60 genschaft fur Nukleinsauren und Proteine ermftglicht 
also die gleichzeitige Bindung von Nukleinsauren und 
Proteinen. Ober die spezifische Proteinbindung, die in- 
nerhalb eines bestimmten Volumenelements nur in defi- 
nierter Anzahl erfolgen kann, wird eine Standardisier- 

65 ung ermOglicht 

Vorzugsweise werden als Ionenaustauscher ftir die 
Areale des erfindungsgemaBen Tragermaterials groB- 
porige oder nichtporige Materialien verwendet, die 
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noch bei einer IonenstSrke vergleichbar einer 1 M Na- 
triumchloridkonzentration Polyanionen, wie DNA, zu 
binden vermdgen. Insbesondere haben sich groBporige 
Silicagele, wie sie in der DE 32 11 309 beschrieben wer- 
den und unter der Bezeichnung QIAGEN im Handel 5 
erhaitlich sind, bewahrt Affinitatsliganden kdnnen bei- 
spielsweise Biotinderivate und/oder Streptavidinderiva- 
te und/oder Avidinderivate und/oder Nukleinsauren 
und/oder Antikdrperfragmente und/oder Metallchelate 
und/oder Peptidliganden sein. Wenn Anionenaustausch- 10 
ermaterialien und Affinitatsmaterialien auf unterschied- 
lichen partikularen TrSgern gekoppelt sind, konnen bei- 
de Partikelsorten innig vermischt werden, so da£ beide 
Bindeeigenschaftenin den Arealen des erfindungsgema- 
Ben Tragers zu finden sind Sind die Areale auf faserigen 15 
Tragern angeordnet, so laBt sich der gleiche Effekt auch 
durch Verweben der Fasern oder gemeinsames Priessen 
der Fasern erzielen oder auch durch einen engen Zu- 
sammenschluB dunner Membranen, von denen zumin- 
dest eine Membran fur mindestens eine Substanzklasse 20 
passierbar sein muB. Es kann jedoch auch ein netzarti- 
ger Trager Verwendung finden, der auf beiden Seiten 
mit jeweils der Bindeeigenschaft fur eine Molekulsorte, 
Geno- oder Phanotyp, aufweist 

Die Verwendung der erfindungsgemaBen Tragerma- 25 
terialien dient der engen raumlichen Bindung zweier 
unterschiedlicher Molekiile, wie beispielsweise Proteine 
und/oder Nukleinsauren, die auch fur die entsprechen- 
den Proteine kodieren konnen. Besonders vorteilhaft 
laBt sich der erfindungsgemaBe Trager zur evolutiven 30 
Optimierung von Biopolymeren einsetzen, insbesonde- 
re zur parallelen Analyse unterschiedlicher Genproduk- 
te und ihrer zugehorigen Gene. 

Es wird mithin ein Verfahren zur evolutiven Optimie- 
rung von Biopolymeren zur Verfugung gestellt wobei 35 
gleichzeitig Genotyp und Phanotyp an ein Tragermate- 
rial bindbar sind und selektiv oder gleichzeitig isoliert 
werden konnen. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren lauft vorzugsweise 
in einem Reaktionsraum ab, in dem der den Genotyp 40 
reprasentierende Strukturtyp, beispielsweise eine Nu- 
kleinsaure, einer Mutagenese unterworfen wird, dieser 
Strukturtyp mindestens einem Replikationsschritt un- 
terworfen wird, in einem Expressionssystem exprimiert 
wird und das entsprechende Expressionsprodukt (Pha- 45 
not yp)» beispielsweise ein Protein, zusammen mit dem 
Genotyp, beispielsweise einer fur das Protein kodieren- 
den Nukleinsaure, an dem Tragermaterial gebunden 
und auf spezifische optimierte Eigenschaften untersucht 
wird 50 

Proteine und/oder Nukleinsauren lassen sich zu Test- 
zwecken und zur weiteren Bearbeitung nutzen. Als be- 
sonders vorteilhaft erweist sich die Kombination von 
Metallchelatchromatographie auf der Basis von Nickel- 
NTA-gekoppelten Festphasentragern, die in der Lage 55 
sind, Proteine, mit 6 Histidin in Folge, aus waBriger L6- 
sung zu extrahieren und komplex zu binden, sowie der 
Anionenaustauscherchromatographie zur Extraktion 
und Reinigung von Nukleinsauren. Diese Kombination 
kann insbesondere auf einer Membran oder einem ein- 60 
dimensionalen Gewebe angeordnet werden, womit sich, 
in Gegenwart eines entsprechenden Kulturmediums, 
Zellkolonien lokalisieren und voneinander getrennt kul- 
tivieren lassen. 

Als Replikationssystem fOr Gene k6nnen jedoch an- 
stelle von Zellen auch zellfreie Systeme, wie enzymati- 
sche Amplifikationssysteme, eingesetzt werden. Dabei 
dienen die Areale des erfindungsgemaBen Tragers prak- 
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tisch als Kompartimentieriingen, in denen Reaktionen^ 
zwischen Reaktionspartnem ablaufen kdnnen, ohne jer 
weils mit den anderen Arealen in Wechselwirkung zu 
treten. Dies wird durch die Beteiligung der Oberfiacheri 
in die Reaktionssysteme gewShrleistet, wobei Diffu- 
sionsprozesse der Makromolekule unterbunden wer- 
den. Es lassen sich also enzymatische Amplifikationen 
durchfOhren, ohne daB sich die Amplifikationsprodukte 
unterschiedlicher Mastersequenzen miteinander vermi- 
schen. Dadurch wird die Etablierung einer Quasi-Spe- 
zies-Verteilung, begrenzt auf den raumlichen Bereich 
der entsprechenden Areale, ermoglicht 

Als besonders geeignete AusfQhrungsform hat sich 
die folgende Membran bewahrt Auf dieser Membran 
sind bestimmte Areale vorhanden, die vorzugsweise aus 
Anionenaustauschermaterial gemaB der DE- 
A-32 1 1 309 C2 und Materialien, die mit Nitrilotriessigs- 
aure und/oder den entsprechenden Nickelchelaten die- 
ser Stoffgruppe modifiziert, bestehen. Die Membran 
wurde nach dem sogenannten enmesh- Verfahren (der 
Firma 3M, St Paul, USA) verarbeitet Das erfindungsge- 
maBe Tragermaterial kann in einem Verfahren einge- 
setzt werden, was im einzelnen folgendes erlaubt: 

— vergleichende Screenings von ungefahr 
10 6 — 10 8 Klonen in einem Experiment, 

— Phanotyp/Genotyp-Kopplung, d h. der direkte 
Zugriff von einem als optimal charakterisierten 
Protein auf das dementsprechende Gen, 

— den quantifizierenden Vergleich enzymatischer 
Aktivitaten zellstandiger oder sezernierter Prote- 
ine, 

— Einsatz prokaryotischer oder eukaryotischer 
Zellen, 

— automatische Handhabung und OberprQfung 
auf bestimmte Eigenschaften, 

— Standardisierung rekombinanter Proteine, 

— Ruckgewinnung der spezifisch gebundenen Pro- 
teine und Nukleinsauren sowie 

— strategisch geffihrte evolutionare Verbesserung 
von Proteinstrukturen. 

Der vorteilhafte Einsatz des erfindungsgemaBen Tra- 
germaterials wird anhand des folgenden Beispiels naher 
erlautert: 

Eine Membran, die mit Kulturmedium gesattigt ist, 
dient zur Aufnahme rekombinanter Zellen. Nach Trans- 
formation kompetenter Escherischia-coli-Zellen und 
Bestimmung der Konzentration der kompetenten Zel- 
len im Medium, wird die Zellsuspension mit einem Pie- 
zo-Pipettierautomaten so auf die Membran aufgetra- 
gen, daB statistisch eine Zelle pro Trdpfchen und Fla- 
chenelement abgelegt wird. Dieses Flachenelement 
wird je nach Menge der zu positionierenden Zellen in 
einem Raster mit einem Abstand von 0,1 — 1 mm ge- 
wahlt So lassen sich 10 6 — 10 8 Zellen pro m 2 positionie- 
rea Als kompetente Zellen kommen auch Bacillus subti- 
lis oder Baculovirus infizierte Insektenzellen in Frage. 

Die transformierten kompetenten Zellen werden fQr 
eine Zeitdauer von etwa 20 Replikationszyklen kulti- 
viert, so daB in etwa 10 6 Zellen aus einer rekombinanten 
Zelle hervorgehea Danach erfolgt die Induktion des 
rekombinanten Proteins entweder durch chemische 
oder thermische Induktion unter WeiterfQhrung der 
Kultivierung fflr einen Zeitraum von ca. 1 — 12 Stunden. 
Die transformierten Nukleinsauren kodieren in dem 
entsprechenden Protein fflr eine Aminosauresequenz, 
die 6 Histidinreste aufweist Sobald diese Proteine se- 
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zerniert werden, werden die so markierten Proteine 
durch die Areale mit NitrilotetraessigsSure modifizier- 
ten Oberflfichen gebunden. Die entsprechende Nuklein- 
sfture wird ebenfalls nach Freisetzung durch Ldsen der 
Zellen, allerdings auf dem Ionenaustauschermaterial, 5 
welches sich in dem Area! des erfindungsgem&Ben Tra- 
gers befindet, gebunden. 

Die Membran wird zur Entfernung von Zelltriimmern 
und anderen Bestandteilen gewaschen und vermessen. 

Das Ionenaustauschermaterial QIAGEN weist den 10 
besonderen Vorteil auf, daB es in der Lage ist Nuklein- 
sauren zu binden, ohne daB auch unter ungtinstigen au- 
Beren Bedingungen die gebundene Nukleins&ure abge- 
baut wird. Die gebundene Nukleinsaure, beispielsweise 
DN A, wird erst durch Elution mit hohen Salzkonzentra- 15 
' tionen freigesetzt 

Nach der Vermessung der Membran werden die Nu- 
kleinsauren der Mutanten mit der hdchsten Aktivitat 
aus den entsprechenden Arealen eluiert und kannen fur 
einen weiteren Zyklus in einem evolutiven Biotechnolo- 20 
gieverfahren eingesetzt werden. 

Durch Kombination mit automatischen Sequenzier- 
verfahren erlaubt das erfindungsgemSBe Verf ahren eine 
gute Abschatzung der Fitness-Landschaft, die eine be- 
stimmte Mutante umgibt 25 

PatentansprQche 

1. Tragermaterial, das simultan mindestens zwei 
Bindeeigenschaften aufweist zur jeweiligen spezifi- 30 
schen Bindung genotypischer Substanzen und pha- 
notypischer Substanzen. 

2* Tragermaterial nach Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB bestimmte Areale der Oberfia- 
che des Tragermaterials jeweils die genotypischen 35 
Substanzen binden kdnnen, wahrend die phanot- 
ypischen Substanzen von lokal getrennten Arealen 
der Oberfiach e des Tragermaterials gebunden wer- 
den, oder ein und dasselbe Areal auf dem TrSger- 
material die genotypischen und phanotypischen 40 
Substanzen bindet 

3. Tragermaterial nach einem der Anspriiche 1 und/ 
oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB als genotypi- 
sche Substanzen Nukleinsauren und als phanotypi- 
sche Substanzen Proteine oder Peptide simultan 45 
gebunden werden. 

4. Tragermaterial nach mindestens einem der An- 
sprtiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB die 
jeweiligen Areale zur Bindung der Geno- und Pha- 
notypen einen Abstand von 10 bis 1000 urn, vor- 50 
zugsweise 10 nm bis 100 nm, voneinander haben. 

5. Tragermaterial nach mindestens einem der An- 
sprOche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Areale Ionenaustauscher-, Affinitatseigenschaften 
wie hydrophobe Wechselwirkungseigenschaften 55 
oder Komplexbildungseigenschaften oder Kombi- 
nationen davon aufweisen. 

6. Tragermaterial nach Anspruch 5, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB einer der Arealtypen Affinitats- 
eigenschaften und der andere Arealtyp Ionenaus- eo 
tauschereigenschaften aufweist 

7. Tragermaterial nach mindestens einem der An- 
sprUche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daB das 
Areal mit Affinitatseigenschaften reversible Wech- 
selwirkungen mit dem gebundenen Geno- oder es 
Phanotypen erlaubt, wodurch eine Elution minde- 
stens eines gebundenen Molekfiltyps ermdglicht 
wird. 
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SirTragermaterial nach mindestens einem der An- 
sprQche.il bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB das 
Tragermaterial flachig auf einer Membran oder ei- 
nem Membranverbund oder in einer Membran ein- 
gebettet, in einer Kapillare oder auf einer Faser 
oder in einem Faserverbund, wie Vliesen oder 
Kombinationen davon angeordnet ist 

9. Tragermaterial nach mindestens einem der An- 
spruche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daB das 
Material mit Affinitatseigenschaften und das Anio- 
nenaustauschermaterial in einer Matrix, wie Vlie- 
sen, angeordnet ist 

10. Tragermaterial nach mindestens einem der An- 
sprQche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, daB das 
Areal mit Affinitatseigenschaften zur spezifischen 
Bindung mindestens eines Proteins oder Peptids 
fahig ist und gleichzeitig Nukleinsauren binden 
kann. 

1 1. Tragermaterial nach mindestens einem der An- 
spriiche 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Areale Ionenaustauschereigenschaften aufweisen. 

12. Tragermaterial nach mindestens einem der An- 
spruche 1 bis 11, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Areale mit Anionenaustauschereigenschaften 
durch oberflachlich modifizierte groB- oder ge- 
schlossenenporige Partikel vermitteit wird. 

13. Tragermaterial nach Anspruch 11 und/oder 12, 
dadurch gekennzeichnet, daB das Areal mit Anio- 
nenaustauschereigenschaften noch bei einer Ionen- 
starke entsprechend 1 M NaCl DNA-MolekQIe zu 
binden vermag. 

14. Tragermaterial nach mindestens einem der An- 
sprQche 1 bis 13, dadurch gekennzeichnet, daB das 
Areal mit Affinitatseigenschaften durch Biotinderi- 
vate, Streptavidinderivate, Avidinderivate, Nu- 
kleinsauren, Antikdrperfragmente, Metalichelate, 
Protein und/oder Peptidliganden gebildet wird 

15. Tragermaterial nach mindestens einem der An- 
spriiche 1 bis 14, dadurch gekennzeichnet, daB das 
Areal mit Affinitatseigenschaften durch Metaliche- 
late auf Basis von Nickel/Nitrilotriessigsaure Che- 
late gebildet werden und die Areale mit Anionen- 
austauschereigenschaften durch Materialien gebil- 
det werden, die zur Bindung von Nukleinsauren 
geeignet sind. 

16. Verfahren zur evolutiven Optimierung von Bio- 
polymeren, wobei gleichzeitig Genotyp und Pha- 
notyp an ein Tragermaterial bindbar sind und se- 
lektiv oder gleichzeitig isolierbar sind. 

17. Verfahren nach Anspruch 16, wobei in einem 
Reaktionsraum der den Genotyp reprasentierende 
Strukturtyp einer Mutagenese unterworf en wird, 
der Strukturtyp mindestens einem Replikations- 
schritt unterworf en, exprimiert, 

das Expressionsprodukt zusammen mit dem Ge- 
notyp an das Tragermaterial gebunden und unter- 
suchtwird. 



